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Studie uitgevoerd in opdracht van de Beheerseenheid van het
.
Hathematisch Hodel van de Noordzee en het Schelde-estuariurn
Cninisterie van Volksgezondheid), Ref. BH/21/86.
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Inleiding.
Dit verslag behandelt de methodologie ende eerste
resultaten van het musselstress experiment, dat aande RUG
u i tgevoerd uordt in opdracht van de Beheerseenheid
^
FIathematisch Model.
Het programmavan dit experiment voorziet in het
volgen van de jaarlijkse cyclus l n
l
een aanta l .fysiologische
histochemische stress-indicatoren in natuurlijke mossel-en
tueepopulaties langs de Belgische kust. Specifiek uorden
stations CNi euupoort en Oostende) ongeveer maandelijks
bemonsterd, en zes stations CKoks ijde, Nieuupoort,
niddelkerke, Uenduine, Knokke en Breskens) seizoenaal.
Het vol gen van de jaarlijkse cyclus l n deze
t
indicatoren l S van bel ang voor het opzetten van*
f
routinematige stress-monitoring programmas » Het is immers
f
bekend dat zoue l de fysiologische als de histochemische
responsen sterk kunnen variëren gedurende het jaar.
De belangrijkste faktoren die deze conditie-index
bepa l en zijn1 de beschikbaarheid van voedsel, de
reproduktieve cyclus en de temperatuur Ui ddous C19783.
onderzocht de invloed van voedselconcentrati e en
"se izoenaal effect" op vele fysiologische variablen in een
multifactoriele studie. Hij vond dat beide faktoren een
signi-fikante invloed u i toetenen op de respiratorische
intensiteit Cna korrektie voor l ichaamsgeuicht), de
assimilatie-efficientie en de ammonium-excretie.
Voor de histochemische stress-indicatoren uordt in het
al gemeen de mogelijke interferentie van seizoenaal gebonden
faktoren met de resultaten van de testen beschrevenCBayne
et al . , 1985). Dit geldt l n het bijzonder voor
interferentie van de reproduktieve cyclus De afzet van*
gametenschijnt de conditie van de dieren zeer negatief te
beïnvloeden, uat bv . tot uiting komt in een vermindering
van de stabiliteit van de lysosomale membranen. Eenzelf de
vermindering zou ook kunnen voorkomen door
temperatuursinvloed Choge of lage temperaturen).
Het IS
l bekend dat de reproduktieve cyclus van de
mosse l sterk kan variëren naargelang de groeiplaats Zo*
hebben mosselen in
4
somm i ge streken een duidelijke
najaarspiek in de reproduktie, teruijl in andere streken de
reproduktie tot het voorjaar beperkt blijft .
Het grote belang van seizoenale interferenties, ende
onbeschikbaar he i d van basisgegevens over bv . de
reproduktieve cyclus van mosselen uit de Belgische kustzone
maakten het noodzakelijk de seizoenale evoluti e van de
bestudeerde stress-indlcatoren te volgen*
In dit versl ag zul len ue voornamelijk ingaan op de
methodologischeaspekten van enke l e nieuue techniekenCin
vergelijking met het programma 1985). Ue beschikken opdit
ogenblik over de vol ledige resul laten van slechts 3
staalnames, zodat over een eventuele jaarlijkse cyclus nog
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tvan deue i ni g kan gezegd uorden. Een grondige diskussie
na hetresultaten zal dan ook uitgesteld uorden tot
beëindigen van de volledige jaarcyclus .
Methodologie.
dethoden voor het bepalen van de stabi liteit vanDe me
de aktiviteit van het NADPH -lysosomale membranen,
neotetrazolium reductase CNTR) en de aanuezigheid van
CShikata - test) zijn onveranderd geblevenmetalloproteinen
Bij lage l,in vergelijking met het vorige programma.
(Herman et
overgenomenuit het verslag van dit programma
van deze
al . 1986), geeft een inleidende beschrijving
uit de technischemethoden« Bijlage 2, overgenomen
bijlagen van het kontrakt, geeft het volledige pT-otokol.
uerd
De stabiliteit van de lysosomale membranen
maximalebeoordeeld als die labiliseringstijd uaarna een
kleuring van de lysosomen uerd verkregen.
De aktiviteit van het NTR uerd beoordeeld in een schaal
van 0 Cgeen kleuring) tot 5 Czeer intense kleuring? *
De Shikata-test uerd beoordeeld als (geen reaktie),hrt»»
0 Czuakke, enkel plaatselijke reaktie) of +1 Calgemene
reaktie).
uerdDe beoordeli ng van het resultaat van de testen
telkens onafhankelijk door tuee personen u i tgevoerd.
Heestal kuamende resulataten zeer goed overeen.Voor de
de Kendall'sstabiliteit van de lysosomale membranen uas
reeksen van 55rang-correlatiecoeff i c i ent tussen tuee
HTR-test
uaarnemingengelijk aan 0.95 CP<0.001 ). Voor de
deze coëfficiënt voor tuea reeksen van 75 uaarnemingenuas
0.98 CP<0.001).
bestondVoor die coupes uaar geen overeenstemming
verschilde de score steeds maar l eenheid. In die gevallen
uerd een diskussie geuijd aan de betreffende coupe.
uerd deUanneer geen overeenstemmingkon bereikt uorden
kleuring overgedaan, en de beoordelingsprocedure herhaald.
De drie genoemde bepalingen uerden in de eerste fase
van het huidige onderzoek aangevuld met een aantalnieuue
indicatoren, die hieronder zullen beschreven uorden. Voor
het aantonen van zuare metalen uerd de Timm sulfide methode
naasttoegepast. Als indicator van algemene stress uerd,
dede stabiliteit van de lysosomale membranen,eveneens
aanuezighei d van lipofuscine bestudeerd. De reproduktieve
toestand van elke mossel uerd genoteerd.Er uerd tenslotte
een eerste poging gedaan om de ouderdom vande mosselen
precies te bepalen aan de hand van de "acetate peel"
methode.
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Danscher & Zimmer C1978) geven een uitvoerige
een verbeterde Timm sulfide methodevoorbeschrijving van
Het
het aantonen van zuare meta l en ueefselcoupes.in
indeze methode is dat de metalen, aanuezigt lprincipe van t
met vanhet ueefsel, gereduceerd uorden vorming
ueefsels in een
metaalsulf i den. Daartoe uorden de
fosfaatbuffer gebracht. De sulf idenoplossing van Na2S
a
in
^rden~"^adien aangetoond in een "ontuikkelbad": .de^coupes
van arabische gom
uorden geincubeerd in een mengsel >
l
ziIvernitraat. De metaalsulfidenhydroquinone en
reduktie van het zilver, dat als metallischveroorzaken een
metallisch zi Iver
zi Iver neerslaat De zuarte korrels.
uorden gemakkelijk mikroskopisch uaargenomen.
te bestuderen
De methode uerkt opti maal als het
met devooraf geperfuseer d uordtorganisme
natriumsulf ide-oploss ing Dit is evenuel onmogelijk uit te*
om de
voeren met ons materiaal. Bovendien is het beter t
verschil lende testen uit te voeren op dezelfde organismen.i
Het bleek uit onzetesten dat vriescoupes, gef ixeerd
in
in de reagentia,tglutaaraldehyde en ondergedompeld l
uitstekende result/at-en gaven. Het protokol opgenomenin
nu door ons
Bijlage 3 geeft de methode ueer, zoals ze
toegepast uordt.
C1978)ISf de Timm sulf ideVolgens Danscher & Zimmer
methode"zeer specifiek voor metalen die onoplosbare of zuak
vormen. Andere chemischeoplosbare metaal su l f i den
noemensuaardigebestanddelenvan de ueefsels geven geen
kleuring Bovend ien treedt de reaktie slechts op bij hoge.
C "i s indicative of high metal
.
gehaltes aan metalen t
content"3. Het omgekeerdel S echter niet uaar : sommige
.
metalen "zijn zo gebonden dat ze geen Timm sulfide reaktie
IS de methode echter nietgeven. Binnen de meta len methode
specifiek: het is onmogelijk uit te maken met deze
met. uelk metaa l men te maken heeft. Een mogelijke
van kuiksulfide inuitzondering vormt kuik dat onder de vorm
het^lichaam'aanuezig is: dit zou reaktie kunnen geven zonder
et sulfide. Dit aspekt hebben uij nog nietvoorbehandeling m
de
verder onderzocht. Het ligt echter in onze bedoel ing
deze manier te
t
aanuezigheid van kuik in de mosselen op
onderzoeken.
van deDe Timm sulfide methode in de hepatopancreas
mosselentoont duidelijk aan dat metalen vooral aanwezig
zijn l n de cel len die de uand van verter ingst-ubul ide
uitmaken. Binnenin deze cellen schijnen zij gelieerd te zijn
met de lysosomen: er is een opvallende gelijkenis met het
patroon van de kleuring der lysosomen, dat bekomen uordt Mj
In
de studie van de stabiliteit der lysosomale membranen.




De T l mm sulflde methode geeft eenveel
beeld van de aanuezigheid van metalen dan de Shikata-test.
echter
De bruikbaarheid ervan als indicator van stress is
altijd een
beperkt. Het bi ijkt namelijk zo te zijn dat
Dit resultaat is nietpositieve reaktie verkregen uordt.
een min imaleonlogisch, verm its alle dieren noodzakelijk
als cofactoren vanhoeveelheid zuare metalen bevatten, bv.
De intensiteit van de kleuring verschilt nochtansenzymes.
vertoont- zekereen een
van individu tot individu,
van kleuring met decorrelatie met de intensiteit
Een quantificering van de kleur intensiteitShikata-test.
om deze methodealsnog tef f
zou een mogelijkheid zijn zul len
gebruiken in de pol lutie-stuctie. Deze mogelijkheid
ue zeker verder onderzoeken.
1
Het aantonenvan lipofuscine in de lysosomen l s een
het onderzoek naartechniek die recent uerd toegepastin
et 1985).stress-indicator en bij mosselen CFIoore al . ,
dat uordt doorLipofuscine IS een pigment gevormd
t
en de daarop volgendeperoxidatie van l ipiden
polymerisatie. De intensiteit van autofagocytose
en van
accumulat iesnel he i dperoxidatie van lipiden beïnvloedt de
Het is bekend dat lipofuscine accumuleertvan l ipofuscine ^
ziekten;
in levercellen als gevolg van uerschil lende
accumulatie uorctt ook uaargenomen bij hetverouderen van
cel len . ïïoore et al. C 19855 toonden aan datblootstel l ing
sterke
van Littorina littorea aan 400 ug/1 phenantreen een
Nastijging" van de lipofuscine concentratie tot gevolg ha^
het^oedienen van phenantreen gedurende drie dagen eerden de
Gedurendedezedieren overgebracht in zuiver zeeuater.
l
recuperatie periode verminderde gehaltehet
aan
lipofuscine tot het niveau voor blootstelling .
hebben de techniek voor het aantonen van lipofuscineUe
met succes toegepast op ons materiaal. Het_protokol van deze
methodeis opgenomen in Bijlage 4. De lipofuscine -
concentraties uerden bepaald in de mosselen dieverzameld
uerden op 6 oktober. In overeenstemming lagemet de
stabiliteit van hun lysosomale membranen,vertoondenZIJ
Om deze
zeer intense kleuring voor l ipofuscine.
diverserkleurintensiteifc te quant i f i eer en zal meer en
mater iaal moeten verzameld uorden.Ui j voorzienhet gebruik
van een relatieve schaal voor de kleur intensiteit,
de NTR -vergelijkbaar met deze die ue gebruiken voor
reaktie.
Teneinde de ouderdom van de mosselen te bepalenu rd
teeerste test gedaan om de "acetate peel" methode toeeen
door
passen . Bij dezemethode uordt de schelp doorgezaagd
de umbo en langs de lijn van maximale schelpgroeiEen van^
Dezede schelphelften uordt op de zaagsnedegepolierd.
Hetzaagsnede uordt ingeetst met HC1 gedurende 10-20 sec.
i netsen gebeurt, snel l er op de plaatsen uaar schelpde
Nadiensnel Ier gegroeid is en de kristallen groter zijn.
uordt een afdruk gemaakt van de ingeetste zaagsnede op een
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Als resultaat vertoont de folie de dagelijkseacetaatfolie.
deze acetaatafdrukken kunnen degroeiringen Op^
Verschillende groeiringen Cuinterringen, verstoringsringen,
uorden . De ouderdomreprodukti eringen) onderscheiden
van de mossel kan daardoor nauukeurig geschat uorden.
deze methodeleverdeDe praktische uituerking van
UI J kunnen beschikken over
l
grote problemen Alhoeuel.
Verschillende types van .agen, gebruikt^voor het maken van
er nog niet in geslaagd om eentsiijppreparaten, zijn ue fl
De fijne zagen, die ingoede zaagsnedete verkrijgen.
uak omde vrij
principe het meest geschikt zijn, zijn te z
ontstaan eheb£en een d?^ÏÏitz^Ïg^i^eÏÏ9^ïleS^, iGa^n^ch^iï
moesten staken. De grotere zagen hebbenhetonze pogingen
nadeelr"^at'-een grove zaagsnede ontstaat. Bovendien is het
niet mogelijk de mosselen voldoende vast te klemmenom
een
rechte zaagsnede te verkrijgen.
verschil lende
Op dit ogenblik zijn bezig
.
ue
De mosselen zul leninbeddingsmiddel enuit te proberen.
en dan
ingebed uorden in blokjes EPOH of methylacrylaat,
Dit vrij arbeidsintensief proces heeft noggezaagduorden.
niet "tot bevredigende resultaten geleid, zodat ue nog geen
ouderdomsbepalingenhebben kunnen verrichten. hopenUe
nochtans de technische problemen in de komende maanden op
te l ossen.
De reproduktieve toestand van de bestudeerde mosselen
uorden enkeleuerd eveneensgevol gd Van elke mossel*
coupes gekleurd met een algemenekleuring CPapanicolaou
-kleuring, d . i . een haematoxyline - kleuring)
t
eosi ne .
Deze coupes uorden gebruikt als controle op het proces van
der Cbv.preservatie der ueefsels en snijden coupes
(
ontdooi ing van de ueefsels, niet snel genoeg invriezen,
problemenmet het mes van de cryostaat,..). Tegelijk geven
Voordeze coupes een beeld van de reproduktieve toestand.
uerd dede monsters die tot nu toe uerden genomen,
een van de driereproduktieve toestand beschreven als
tol likels aanuezlg,volgende categorieën: geen
Cgedeeltelijk) lege follikels aanuezig ("post - spauning"),
rijpende of rijpe follikels aanwezig. Deze classificatie^uas
voldoende om te zien dat er ueinig of geen reprodukt-ie
l.
uas uel dat deplaatsv indt in
< de herfst. Opvallend
reproduktieve periode van de mannetjes langer is dan die van
de uijfjes.
Tijdens de lente van 1987, uanneer de ontuikkeling van
de gameten en de gametenafzet zal plaatsvinden, zullen meer
individuen gevolgd uorden, om een beter beeld te verkrijgen
van de timing van de reproduktie. In het kader van een
ontuikkeldander projekt uerd een goede en snelle methode
Uan
om de reproduktie - cyclus van de mossel tevolgen.
een dertigtal mosselen uordt een stuk mantelueefsel
gef ixeerd Deze stukken uorden met tien tegelijk ingebed»
Dein paraff ine, gesneden en gekleurd metPapanicolaou.
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reprodukt i eve toestand uordt dan beschreven aan de hand van
de relatieve opper v l akte ingenomen door tuee t-ypes
bindueefselcell en Cuesicular connective tissue CUCT3 en
adipogranula i r e CAG3 cellen), ontuikkelende gameten,rijpe
der Eengametenen lege follikels Cna afzet gameten).




De monsters van een eerste campagne Ceind
helaas verloren gegaan ten gevolge van het uitvallent 1zijn
van een diepvriezer (Deze diepvriezer is vervangen doornu^
Ue
een nieuu type, uitgerust met een alarminstall a t ie).t





20/10/86 Koksijde, Nieuupoort, Hlddelkerke,»
Uenduine, Knokke, Breskens.
03/12/86 Nieuupoort, Oostende
De monsters van de eerste drie campagneszijn op dit
ogenblik volledig veruerkt. Van de grote campagne op 20/10
demoetennog enkele kleuringen uitgevoerd uorden, alsook
controle van de resultaten.
Voorlopige resultaten.
In Tabellen l en 2 zijn de voorlopige resultaten van
de eerste drie monster campagnesveruerkt. Zoals hoger
vermeld zijn de Timm sulfide en de lipofuscine reakties nog
in dezeniet gequantif iceerd. Zij zijn dan ook nog niet
.
tabellen opgenomen. Voorlopig moeten ui j ons ertoe beperken





s x sLokatie Datum n ?<;
l .4 0.7Oostende 07/07/86 11 12.3 2.6
l .9 0 .926/08/86 11 5.4 5.3
l .9 0.706/10/86 10 2.0 0 .0
12. 5.4 8.7 0.8oNieuupoort 07/07/86 10 X-. 0.926/08/86 10 19.5 5.5 2.7
l .5 0.506/10/86 10 2.3 l .0
membranen
Tabel l: Destabiliseringstijd van de lysosomale
n relatieve aktiviteit van NADPH - neotetrazolium-Cmin.) e
in een
reductase CNTR:) . HTR-aktiviteit uordt beoordeeld
5 Czeer intenseschaal gaandevan 0 Cgeen reaktie) tot
en dereaktie). De gegeven uaarden zijn het gemiddelde
standaarddeviatie vann uaarnemingen.
Shikata Reproduktie
Monster n x s deg. geen ontu./rijp
Oostende
07/07/86 11 -l .0 0 .0 8 2 l.
0
26/08/86 11 -0.3 0.5 6 5
06/10/86 10 0 .2 0 .3 8
Nieuupoort
07/07/86 10 0.8 0.4 7 2 l
326/08/86 10 -0.2 0.4 6
06/10/86 10 0.2 0.9 3 7 0
Tabel 2: Relatieve intensiteit van de Shikata - reaktie
voor metalloproteinen, en overzicht van de reproduktieue
toestand van de mosselen.Een negatieve Shikata - reaktie
reaktieuordt als -l gescoord, een zeer zuak posilieve
Cplaatselijk enkele granules) als 0, algemeenen een
uaarden zijn het
>
positieve reaktie als +1. De gegeven
Delgemiddeldeen de standaarddeviatie van n uaarnemingen.
als het aanta lreproduktieve toestand uordt beschreven
individuen dat degenererendefollikels vertoont Cdeg.),
9 .
geen tol likels vertoont Cgeen), ontuikke lende rijpeen
follikels vertoont Contu./rijp)
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Bijlage l: principes en methoden van de reeds vorig jaar
ebruikte histochemische testen. Bg
Bayne et al . C 1985) thoroughly reuieu the principles,
destabilisationmethodologyand results of the lysosomal
theseand NTR methocts. Ue ui l l on l y brief ly summarize
found
aspects here . Extensive reference lists may also be
in Bayne et al. C1985) . intracellularThe lysosomal-phagosomalcomplex is an
membranes to uhich Cin norma lsystem consisting of bound.
conditions) mostly inactive hydrolytic enzymes are
destabilize the l ysosomalSeveral stress factors may
uhich
membranes,thus activating the hydrolytic enzymes
and certaincatabolize both cellular components
xenobiotics. Destabilization is preceded by sequest^ration
Th i s
and accumulation of the xenobiotics in the lysosomes.
of
process has been shoun to operate uith a large variety
compounds,e g viruses, aromatic hydrocarbons, metal ions. »
results inetc. . Over loading of the storage capacity
activation of the degradative enzymes.
The test tor l ysosomal stability is performed by
acid bufferdestabilising the lysosomal membranes in an
solution CpH = 4.53 during succesively langer intervals C2,
5, 10, 15, 20, 25 min. 5 . After destabilization a
histochemical staining l S performed tor one of the
tolysosomal enzymes. Colour intensity proportionalIS
themselues are alsoenzymeact ivity As the enzymes^
atdestabilized by the acid, a peak coloration is found
that time uhen the membranes have just been stabilized.
A decrease of the lysosomal destabilization time has
been observed as a resul'b of a. uide variety of stress
cond i ti ons: hyperthermia, hypoxia, starvat i on, spanning,t
injection of aromatic hydrocarbons and uater-solublecrude
oil fractions. The level of the response correlates uell
uith the level of the stress stimulus. On the other hand,
it correlates also uith the physiological measurements
Ce. g scope tor grouth).»
NADPH-neotetrazoliumreductase CNTR3l S
. l inked uith
the mi crosomal Csmooth endoplasmatic reticulum)
mixed-function oxidases. These enzyme systems play an
important rol e in oxidizing Cand detoxifying) toxic organic
.
thecompounds in
t the cytoplasm NTR represents*
NADPH-o^id izing adi vi ty of the microsomal respiratory
chains terminating in cytochrome P-450. Experimentshave
shoun that its activity is stimulated by aromatic
t
hydrocarbons, phenorbital, and the uater-soluble fraction
of crude oi l » 11 l 5 believed that a stimulation of its
activity results only trom this group of stressors.
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The Shikata - test tor metalloprotelns (Shikata et
al . , 1974) is someuhat less validated than theofcher fcuo
methods» An acid permanganate solutionis used (on fixed
sections? to oxidise sulphydryl groups in metal-b i nding
proteins, thereby removing the metalions. The sulphonic
acid residues remaining are stained byorcei n,
l forming blue
- purple granules C Ja i n et al . l 978:> . Sta i n i ng is
recorded on presence - absence basis of these granules.It
should be noted that in contrast, to the cl a i ms l n
t
some
papers Ce. g Johnson et al . , 19843this method is not»
specif ic for met-al lothioneins. In principle all
metal-binding proteins Cand in addition other compounds,
such as elastic fibres) are stained. One can only expecta
quantitative difference betueen metallothioneins and other
proteins.
Relatively high concentrati ons of heavy metals, uell
above the recorded total concentrations in the Belgi an
coasta l zone , are needed to activate the formation of
metallothioneins aboue the background level1 nt n. edul is
10 urn thick transverss Ccryostat) sections of the digestlve
g l and uere cut uith a cryost-at Ameri can Opfcicals
Chand-operated,cabine! temperature< - 25 C). The tissues
uere fixed in aromate-free frozen hexane, cooledin liquid
N2. Size l imitatlons o-f the cryostat ti ssue holders
al loued tor maximumf three mussels to be cut together-, and
placed on the same object glass.
The mussels trom the coastal populations uere^
dissected upon transfer to the laboratory in damp air at
ambient temperature Cduration: 1-3 h betueen collection and
f ixatiorO .
For the histochemical stainings ue tolloued very
closely the protocols, established by IHER and URC. Ue
shall mention here only a feu relevant, details:
+ Fi?sation of the sections tor the Shikata-test uas not
done by submersion in Baker's formol. Instead the sections
uere placed in a closed container at 55 C for 2 h, together
uith a sufficient amount of formaldehydein
t
poucter form.
This method gives better fi^ation Crioore, pers. comm.) and
prevents loosening of the sections trom the object glasses.
+ Orcein Cof uhich several farms exist) uas purchasedfrom
UCB.
+ The destabil isati on of the lysosomal membranescan be
det-ected by staining for either of three d i fferent
lysosomal enzymes: N-acetyl-y^i -hexosaminidase,ft -glucu-
ronidase and arylsulfatase. In principle the three methods
should yield the same results, since all three enzymesare
activated upon destabilization of the membranes.Ue have
tried the three methods tor tuoseries of musseIs, and
could confirm that the results are identical. The staining


















.s Th i s enzyme is the most prevalent of the threesta l nl ng .
ï\ in H. edulis CFIoore, pers. comm. ) . Therefore this method^^<:

























































Bijlage 2: protocol van de bepalingen van st-abillteit der







^Defcermination of lysosomal stability - a general response to
stress. Lys'ösomal activity of the enzymes N-acetyl-B-hexos?jii.' ;
dase, (3-glucuronidase and arylsulphatase is demonstrated usiny
napthol AS-B1 substrates. Post coupling with diazonium saltT"^
prevents inhibition by the coupler.
1. Pre-treat sections in labilising solution for five minute
steps (ie 25, 20, 15, 10, 5 and2 minutes).
2. Rinse in distilled water.
3. Incubate in medium for 20 minutes at 37°Cin. shaking waterba;.;.
4 . Rinse in Saline for 2 minutes at 37°C.
5. Incubate. in diazonium coupler for 10 minutes at room temperc'1.':.';:
6. Rinse in running tap water.
7. Fix in calcium formol at 10 rninutes at 4°C.
8. Rinse in distilled water.
9. Mount in aqueous medium.
Reagents: 1. Labilizing Solutions
£L
1 (a) For N-acetyl-0-hexos^minidase
0.1 M Citrate Buffer (pH 4.5) containing
2.5% NaCl (w:v) f
*
1 (b) For 0-glucuronidase and arylsulphatase




20 mg napthöl AS-B'^'-N-acetyl-g-D glucosaminic.;-
2-methoxyethanol 2 Nl
(keep this mixture in the cryostafc until
ready for its use)
Make up to 50 mi with
0.1 M citrate buffer (piï ,3.5) confcainip.c;
^
2.5% NaCl (w:v)
3.5 g low viscosity polypeptide
2 (b) For B-glucuronidase
napthol AS-B^-B-D-glucuronide 1 r'1''"I . . > Yl
50 mM NaHCO;, O .(
^r
< ^ü l
Make up to 50 mi wifch
0.1 M acetafce buffer (pil 4.5) containinc.7
;)2.5% NaCl (w: v)




t* » . v« .
2 (c) For arylsulphatase
napfchol AS-B^-Sulphate 30 mg
2-methoxyethanol 2 mi
Make up to 50 mi with
°-1 M acetate buffer (pH 5.5) containing
2.5% NaCl (w:v)
3.5 g low viscosity polypept.ide
3. Saline 3% NaCl
4 . Diazonium coupler
0.1 Mphosphate buffer (pH 7.4)





Contra l: A section pre-treated for 2 minutes.
Results: ^^iÏ^i?S ^ecdÏ^sÏi^9^^^tion for Blue/purDle
Scored ona presence or absence basis.
ttt a . »
*t t
Defcermination of Neotetrazolium reductase (NTR) activifcy .
An assay for enzymes involved in organic xenobiotic detoxicatior. .
1. Surround the sections with a plastic enclosure to maintain
a 2-3 mmdepth of medium over the sections.
2. Incubation is carried out in the dark, at 37°C for 30 minute.'
under a nitrogen atmosphere in an enclosed container
t
containing damp tissue to maintain high humidity.
Reagents: 100 mM HEPES Buffer (pH 8.0containing
20 mM Magnesium chloride
20% w:v polyvinyl alcohol (MW c 12000)
6 mM NADPH
5 mM neotetrozotium chloride
Purge the medium with nitrogen for 5 minutes
prior to use.
Control: Omit NADPH f rom the incubation medium.
Results: Examination at c 300 x magnification for dark
red or blue granules and score on a 0-5 scale.
ïSHIKATA test for the determination of the presence of metalla-
proteins in the digestive gland. The technique is fchat d eve l o ;;..:....
t <
and used by IMER Plymouth.
1. Fix the sections in Bakers solution and rinse in tap water.
2. Treat with acid permanganate for 15 minutes.
3. Rinse in distilled water.
s
4. Decolourise in 1% oxalic acid.
5. Rinse in distilled water.
6. Stain in Orcein 2-4 hours at room temperature.
7. Rinse in tap water.
8 . Differentiate in 1% HC1 in 70% alcohol.
9. Dehydrate through alcohol, clear in xylene and mount.
Reagents: 1. Bakers solution
2. Acid Permanganate
5% Aq Potassium Permanganate 9.5 mi
3% Sulphuric acid r-»5 . O nl
Distilled water to 100 :ni.^
3. Orcein stain
Orcein
g-70% Alcohol 100 mi
Conc Hydrofch.-loric.'.Acid 2 mi
(pH 1.0 > 2.0)
Control: Known positive tissue.
Results: Exalnination at c,300^ magnification for Blue/Purple
granules in the digestive glands^
Scored on a presence or absence basis.
t
.Bijlage 4: Protocol van de bepaling van
l ipofuscine-accumulat i e.





Tegenkleuring van de kernen in l % neutral red
Snelle dehydratering, monteren.
Ferrlcyanide oplossing:
meng drie delen l %FeCl,of Fe cso 3ber^id^ l % ktÏTu^ ferricyanideeen deel vers
gebruik binnen de 30 min
Bijlage 3: Protocol van de Timm sulflde methode.
10 min0.1?-; Ha2S in fosfaatbuffer pH .4 C0. l n 5*~f
uurGlutaaraldehyde l % in buffer
3 uurG lutaaraldehydel % in buffer
2 X 15 minBuffer
4 X 15 min
Aq dest..
Alcohol 70 ?. enz. naar parafine
Deparaf i neren




4 y. 2 min
Aq dest.T »
5 secAlcian blue
Spoelen, alcohol 70 %, dehydrateren, monteren.
Fosfaatbuffer 0. l H ph 7.4.
A: 28.5 g Na^HPOt, . 2H<^0 in 1600 mi Aq. dest.




50 mi arabische gom 50 %+ thymolf
0.7 g hydrochinon Cin 10 ml5
0.25 g citroenzuur Cin mi A.D. 5
mi A.D. )voor gebruik toevoegen: 0.1 g AgHO^Cin l
/
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